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輸 文 内 容 の 要 旨

pituitaryAdenylateCyclase-ActivatingPolypeptide(PACAP)はラット下垂体前葉培養細胞のアデニル酸シクラーゼ

の活性化を指標に,ヒツジ視床下部から単離された新 しい神経ペプチ ドである｡PACAPはヒツジ視床下部において38アミ

ノ酸残基からなるPACAP38と,N末端側 27アミノ酸残基からなるPACAP27の2つの形で存在 し,N末端側の28アミノ

酸残基のアミノ酸配列はvasoactiveintestinalpolypeptide(VIP)と68%の類似性を有 している｡しかしながら,PACAP

38,PACAP27ともにラット下垂体前葉培養細胞のアデニル酸シクラーゼの活性化においてVIPの約 1000倍強い活性を示

し, さらにHIVgp120によって誘導される神経細胞死の抑制効果が少なくともVIPの 100倍強いことから,PACAPは神

経細胞やアストロサイトの細胞保護の作用があるのではないかと考えられている｡

このような背景のもとで,申請者はPACAPおよびPACAP受容体の構造,機能,発現部位を明らかにすることを目的に,

以下に研究を行った｡

第 1編 PituitaryAdenylateCyclase-ActivatingPolypeptide(PACAP)前駆体cDNAの構造と発現解析

PACAPはまず前駆体タンパク質としてアミノ酸に翻訳され,その後プロセシングを受けて成熟体 PACAPになると考え

られる. そこで申請者は,PACAP前駆体タンパク質をコー ドするcDNAをクローニングし,その構造を明らかにすると共

に, ノザンプロット解析を行いPACAPmRNAの発現部位の特定を行った｡ ヒツジ視床下部cDNAライブラリーより得ら

れた, ヒツジPACAP前等区体タンパク質をコー ドするcDNA断片には176アミノ酸残基, ラット脳cDNAライブラリーか

ら得 られたラットPACAP前駆体タンパク質をコー ドするcDNA断片には175アミノ酸残基からなるオープンリーディン

グフレーム (ORF)が存在 し,成熟体 pACAP38の38アミノ酸残基については, ヒツジとラットで完全に一致 していた｡

ゲノムDNAを用いたサザンブロット解析の結果から,PACAPをコードする遺伝子は-プロイ ドセルあたり1コピー存在

することが判明し,PACAP38とPACAP27は同一の前駆体タンパク質から切り出されることが明らかとなった｡ノザンプ

ロット解析の結果,視床下部で約 2.4kbのmRNAの発現が最も多く,ついで精巣で約 1.2kbのmRNAの発現が見られた｡

また,精巣でのmRNAの発現は時期特異的に発現 していることから,PACAPは精子形成に関与 していることが示唆され

た｡

第 2編 pituitaryAdenylateCyclase-ActivatingPolypeptide(PACAP)TybeI受容体cDNAの構造と発現解析とそ

の性状解析

PACAPは細胞表面にある特異的な受容体を介 してシグナル伝達を行い,多くの生理作用を調節 していると考えられる｡

種々のペプチ ドリガンドを用いた結合実験からPACAPには2つの受容体サブタイプが存在することがわかっている｡

TypeI受容体はPACAPに特異的である一方で,TypeII受容体はPACAPとVIPに同 じ親和性で結合する｡申請者は,

PACAP特異的な受容体 (TypeI受容体)の構造と性状を明らかにするために, ヒトPACAPTypeI受容体のcDNAをク

ローニングすると共に,動物細胞の発現系を構築 しその性状解析を行った｡ヒト下垂体cDNAライブラリーから得られたヒ

トPACAPTypeI受容体をコードするcDNA断片には77アミノ酸のシグナル配列を含む525アミノ酸残基からなるORF
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が存在 し,このORFには7つの疎水性領域が存在 していた｡ノサンプロット解析の結果,約 7kbのPACAPTypeⅠ受容体

mRNAは全ての中枢神経系の部位で発現 しており,末梢では心臓,冒,小腸などで弱い発現が見られた｡また,クロモソー

ムマッピングの結果から,ヒトPACAPTypeⅠ受容体遺伝子は7番染色体上に存在することが分かった｡次に,ヒトPACAP

TypeI受容体をコー ドするcDNAをCHO-Kl細胞で発現させ,その膜画分を用いてスキャッチャードプロット解析を行っ

たところ,解離定数 41±6.9pMの単一の結合部位が存在することが判明した｡括抗結合実験からはPACAP38が最も強く

結合しついでPACAP27,そしてVIPの結合はPACAP27より1000倍弱いことが分かった｡そしてPACAPは用量依存的

にこの細胞の細胞内cAMPの蓄積を刺激 したが,VIPは10-6M加えた時に細胞内cAMPの蓄積が見られただけであっ

た｡さらに,申請者は昆虫細胞 Sf9細胞を用いてヒトPACAPTypeⅠ受容体タンパクを大量発現する系 (約 150pmol/mg

protein)を構築 し,組み換え体ヒトPACAPTypeⅠ受容体の精製を行った｡

以上,本研究はPACAP前駆体タンパク質,PACAPTypeI受容体の構造,発現部位そしてPACAPTypeⅠ受容体の性状

を明らかにしたものであり,PACAPの多くの生理作用の解呪 PACAPTypeⅠ受容体が介するシグナル伝達系の解明に糸

口を与えたばかりではなく,ヒトPACAPTypeI受容体に特異的な非ペプチ ド性遮断薬,作動薬を創成,開発する上で重要

な知見,材料を提供するものである｡

輪 文 審 査 の 結 果 の 要 旨

RACAPはラット下垂体前葉培養細胞のアデニル酸シクラーゼの活性化を指標にして, ヒツジ視床下部から単離された新

しい神経ペプチ ドである｡PACAPは38アミノ酸残基からなるPACAP38と,27アミノ酸残基からなるPACAP27の二つ

が存在 し,そのアミノ酸配列はVIPと類似 している｡しかしながら,PACAP38,PACAP27はともに,アデニル酸シクラー

ゼの活性化において,VIPの 1000倍以上の活性を示した｡さらに,神経細胞死に対する抑制効果も,VIPより100倍以上高

いことから,PACAPは神経細胞やアストロサイトに対する細胞保護因子としても期待される｡

この様な背景のもとで,著者はPACAPおよびPACAP受容体の構造,機能,発現部位を明らかにした｡

著者は,PACAP前駆体タンパク質cDNAをクローニングし,その構造を明らかにするとともに,PACAPmRNAの発現

部位を特定 した｡ラット脳より得られた,PACAP前駆体 cDNAは175アミノ酸残基からなる前駆体タンパク質をコードし

ていた｡また,ゲノムDNA解析から,PACAP遺伝子は-プロイドセルあたり1コピーのみ存在することが明らかになり,

PACAP27とPACAP38は同一の前駆体タンパク質から生成することが明らかになった.一方,PACAP,前駆体mRNA

は視床下部で最も発現が高いが,精巣でも発現が見られた｡精巣での発現は時期特異的に発現 していることから,PACAP

は精子形成にも関与 していることが示唆された｡

さらに,著者はPACAP受容体の構造と性質を明らかにするため,ヒトPACAP受容体 cDNAをクローニングし,それを

動物細胞で発現させた｡ ヒトPACAP受容体は525アミノ酸残基からなり, 7つの膜貫通領域が存在 した｡PACAP受容体

mRNAは中枢神経系で広 く発現するとともに,心臓,胃,小腸などにも発現が見られた｡PACAP受容体を動物細胞で発現

させ,その性質を調べたところ,PACAPはPACAP受容体と特異的に結合 し,細胞内のcAMPの蓄積を刺激 した｡さらに,

著者は昆虫細胞でPACAP受容体を大量に産生させ,PACAP受容体を精製に成功 した｡

以上,本論文はPACAP前駆体およびPACAP受容体の構造,発現,性質を明らかにし,PACAPの生理的役割の解明や

PACAPのアゴニストやアンタゴニス トの開発に重要な手がかりを与えるものである｡

よって,本論文は博士 (薬学)の論文として価値あるものと認める｡

更に,平成 11年 4月5日論文内容とそれに関連 した口頭試問を行った結果合格と認めた｡
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